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Аннотация:
Исследовано
действие
химического
модифицированного
сульфатированных полисахарида в экспериментах на плазме крови человека in vitro на
систему гемостаза. Исследовано действие соединений in vitro с различными тестами на
АЧТВ, протромбиновое время, тромбиновое. При этом установлено антикоагулянтной
активности. Полисахарид проявляют в организме сочетанное антикоагулянтное
действие, благодаря чему они относятся к антикоагулянтное и антитромбиновое
средствам.
Ключевые слова: антикоагулянты крови, плазма человека, антитромбин,
сульфатированного полисахарид.
МОДИФИЦИКАЦИЯЛАНГАН ПОЛИСАХАРИДНИНГ АНТИКОАГУЛЯНТ
ФАОЛЛИГИНИ ЎРГАНИШ
Хошимов Нозимжон Нумонжонович, Насиров Қобил Эркинович.1, Мухитдинов
Бахтиёр Икромович, Азизов Вайдулла Гаффарович
1ЎзМУ ҳузуридаги Биофизика ва биокимё институти,
2Наманган давлат университети
Аннотация: Кимёвий модификацияланган сульфатланган полисахариднинг in vitro
шароитларида одам қон плазмасининг гемостаз тизимига таъсири ўрганилди. Бирикмани
in vitro шароитида ҚФТВ-тести, протромбин ва тромбин вақти каби турли тестлар
ёрдамида таъсири ўрганилди. Шунингдек, антикоагулянт фаоллиги мавжудлиги
аниқланди. Полисахарид организмга антикоагулянт таъсир кўрсатиши унинг
антикоагулянт-антитромбин агентларига эга эканлигидан далолат беради.
Калит сўзлар: қон антикоагулянтлари, одам плазмаси, антитромбин,
сульфатланган полисахарид.
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Abstract: The effect of a chemical modified sulfated polysaccharide in experiments on
human bloodplasma in vitro on the hemostasis system was studied. The effect of in vitro compounds
with various tests on APTT, prothrombin time, and thrombin were studied. In this case, the
anticoagulant activity was established. The polysaccharide in the body exhibits a combined
anticoagulant effect, due to which they belong to anticoagulant and antithrombin agents.
Keywords: blood anticoagulants, human plasma, antithrombin, sulfated polysaccharide.
Актуальность.
Для прoфилaктики и лечения трoмбoзoв у людей применяют, в тoм числе, и
aнтикoaгулянты [1;2]. Рaзличaют aнтикoaгулянты непрямoгo и прямoгo типa
действия [3]. Мехaнизм действия aнтикoaгулянты прямoгo действия связaн либo с
непoсредственным ингибирoвaнием aктивнoсти трoмбинa или фaктoрa Хa, либo с
aктивaцией их плaзменнoгo ингибитoрa aнтитрoмбинa [4]. Антикоагулянты
оказывают сосудорасширяющее действие, улучшают микроциркуляцию, повышает
фибринолитическую активность крови. Применение отдельных лекарственных
веществ разнонаправленного действия – антикоагулянтного, антиагрегантного или
фибринолитического при сердечно-сосудистых заболеваниях, хотя и оказывает
положительное влияние на состояние системы гемостаза, но при передозировках
может привести к нежелательному явлению.
Основная функция системы
гемостаза - это поддержание целостности кровеносного русла, нарушение которого
может привести к гибели организма. В системе гемостаза принимают участие
факторы
свертывающей,
противосвертывающей
(антикоагулянтной)
и
фибринолитической систем крови. Механизм гемостаза включает взаимодействие
между стенкой сосуда, тромбоцитами и белками крови [5]. В этой системе очень
важно равновесие между образованием плотного сгустка, механически
закрывающим повреждение в сосуде, и сохранением функций крови, которые она
может выполнять только в жидком состоянии. Нарушения системы гемостаза - как
излишнее тромбообразование, так и кровоточивость - могут привести к серьезным
патологиям. С целью воздействия на процесс образования тромба в кровеносном
русле
и
его
регуляции
применяются
различные
антикоагулянты.
Сульфатированные
полисахариды
являются
уникальными
соединениями,
воздействующими на отдельные звенья системы гемостаза [6]. Механизм действия
сульфатированных полисахаридов отличается от механизма действия гепарина.
Сульфатированные полисахариды (СП) прямо ингибируют тромбин без вовлечения
плазменных ингибиторов сериновыхпротеиназ по сравнению с гепарином. Прямого
ингибирования фактора Xa не выявлено, СП ингибируют внутренний путь
свертывания в малых дозах, а в больших и внешний путь свертывания. Выявлено, что
сульфатированные полисахариды не обладают острой токсичностью, но обладают
широким терапевтическим действием. Однако антикоагулянтная активность
исследованных
к
настоящему
времени
природных
и
синтетических
сульфатированных полисахаридов, полученных на основе целлюлозы, декстранов и
пуллуланов [7,8,9], ниже активности гепарина.
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Целью работы являлось исследование сульфатированного полисахарида на
отдельные коагульяционного системы гемостаза.
Материал и методы
Плазма для исследования использовалась без тромбоцитов. Кровь помещали
в пластиковую пробирку, содержащую 3,8% цитрат натрия в соотношении 9:1, для
предотвращения свертывания крови. Богатую тромбоцитами плазму получали
путем центрифугирования при 200 g 10 мин. Оставшуюся цитратную кровь в
дальнейшем центрифугировали при 1500 g 10 мин для получения бедной
тромбоцитами плазмы.
Влияние исследуемых образцов соединений оценено с применением
общепринятых тестов с использованием оптико-механического коагулометра
(CYANCoag, Бельгия).
Антитромбиновую активность соединений оценивали invitro по их влиянию
на время рекальцификации, тромбиновое и протромбиновое время плазмы крови
кролика и человека, стабилизированной 3,8% раствором натрия цитрата в
соотношении 9:1 [10].
В коагуляционных тестах использовались сульфатированные соединения в
дозе 10-50 мкг/мл. В качестве контроля использовался тромбин (1 ед.).
Протромбиновая активность проверялась по методу Квика с тромбопластом (Квик).
Дляопределения влияния соединений на тромбообразованиеоценивалось по их
влиянию на известные тесты гемостаза (АЧТВ, РФМК и др.). В качестве контроля
также использовался тромбин (1 ед.).
Статистическую значимость различий между контрольными и опытными
значениями определяли для ряда данных, используя парный t-тест, где контрольные
и опытные значения взяты вместе, и непарный t-тест, если они взяты раздельно.
Значение Р <0,05 указывало на статистически значимые различия. Полученные
результаты статистически обработаны на Origin7.5(OriginLabCorporation, США).
Результаты и их обсуждение
Система гемостаза выполняет в организме ряд жизненно важных функций поддерживает кровь в жидком состоянии, а также препятствует образованию
тромбов, предотвращает кровоточивость. Нормальный гемостаз обеспечивается
равновесием между интенсивной активацией факторов свертывания и их
ингибиторов, и функционированием фибринолитической системы. Известно, что
нарушение системы гемостаза может привести к образованию тромба с
последующей закупоркой кровеносного русла. В настоящее время для ограничения
развития таких процессов используются антикоагулянты непрямого и прямого
действия – соединения, ограничивающие интенсивность свертывания. Широко
известный антикоагулянт-гепарин используют в экстренных случаях, но его
непродолжительное действие, а также способность вызвать кровотечение являются
одним из недостатков в использовании.
В связи с такой проблемой, исследования в области поиска естественных или
создания новых синтетических средств, антикоагулянтов прямого действия, не
прекращаются уже много лет. Проведено работа по исследованию химически
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модифицированного сульфатированных полисахарида GSC-63 на насистему
свертывания плазмы крови человека и кролика.
В работе использованы сульфаты линейных соединений МСП(GSC-63), с
различной молекулярной массой, полученные методами гомо и гетерогенного сульфатирования (таблица 1).
Таблица 1.
№
Шифр
Степень
Мол.вес
Шифр
замещения
1
CЦ -GSC-63
1,78
391100
1130
Для выявления механизма антикоагулянтного действия GSC-63 было
проведено
дозазависимое
исследование,
в
сравнении
с
известными
антикоагулянтами. Исследования проведены на плазме крови человека,
лабораторных животных (мышей, крыс и кролика) в условиях in vitro и in vivo.
В процессе были исследованы противосвертывающий эффекты GSC-63 на
гемокоагуляцию, в сопоставление с антикоагулянтами прямого действия.
В исследованиях, проведенных на плазме крови крыс (in vitro), было выявлено,
что исследуемые соединения, в разной степени удлиняют АПТВ, АЧТВ,
протромбиновое время.
Тест на тромбиновое время– одно из коагулологических исследований крови,
результаты которого отражают нарушения конечного этапа свертывания
превращения фибриногена в фибрин под действием тромбина. При этом скорость
образования фибринового сгустка зависит, главным образом, от количества и
функциональной полноценности фибриногена и присутствия в крови
антикоагулянтов.
При исследовании действия CЦ - GSC-63 на тромбиновое время, выявлено, что
соединения CЦ- GSC-63 в присутствии 10 мг/мл практически не влиял на
тромбиновое время.
Но, увеличение концентраций соединений до 50 мг/мл приводило к плавному
удлинению тромбинового времени. Двукратное увеличение концентрации не
приводило к значительному изменению тромбинового времени. Возможно,
удлинение тромбинового времени завесило от дозыфибриногена в плазме крови. В
обратном случае, если GSC-63 предварительно инкубировали с фибриногеном, затем
добавляли тромбин, при этом незначительно удлинялось тромбиновое время (рис.
1).
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Инкубация тромбина с GSC-63 ;
Инкубация фибриногена с GSC-63
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Рис. 1. Исследование влияния 1 - Контроль; 2-CЦ -GSC-63 (50 мг/мл) на
тромбиновое время.
Результаты показывают, что МСП GSC-63, не влияют на превращение
фибриногена в фибрин, а возможно связано с активированием угнетающего
действия антиромбина III на фактор Ха подобно гепарину. Механизм
антикоагулянтного действия сульфатированных полисахаридов и гепарина имеют
ряд различий. Антикоагуляционный эффект гепарина связан с прямым действием
на систему свертывания крови за счет образования комплексов с многими
факторами гемокоагуляции, в частности с антитромбином III и проявляется в
торможении I, II и III фаз свертывания. СП реализуют антикоагулянтный эффект,
видимо, путем непосредственного взаимодействия с факторами свертывания крови
(с тромбином) и обусловлен ингибированием активности факторов внутреннего
пути свертывания крови-XI, XII и VIII, при этом, активность факторов внешнего пути
II, V, VII и X достоверно не изменяется.
В следующем эксперименте были исследованы влияние соединения МСП
GSC-63, на активированное частичное тромбопластиновое время, где
АЧТВ
изменяется в зависимости от различных количеств фибриногена, активности
протромбина, факторов V, VIII, IX, X, XI, XII, в присутствии специфических
ингибиторов - факторов свертывания VIII и IX. Удлинение АЧТВ отображает
дефицит или ингибирование факторов свертывания (кроме VII и XIII).
В этих наших экспериментах в контроле AЧTВ показано, что под действием
соединений время свертывания плазмы соответствовало 20,8 ± 2,0 сек. Действие CЦGSC-63 в концентрациях (5-50 мкг/мл), дозазависимо удлиняло время
тромбообразования (до 80-100 сек), удлиняло время тромбообразования (рис.2.).
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Рис. 2. Исследование влияния CЦ- GSC-63на АЧТВ-тест.
Известно, что АЧТВ чувствительно к дефициту плазменных факторов
свертывания, участвующих во внутреннем механизме свертывания (факторы XII, XI,
IX, VIII) и не зависит от дефицита тромбоцитов или их функциональной
недостаточности. Исходя, из полученных результатов можно предположить, что CЦGSC-63 влияют на факторы внутреннего пути свертывания крови, приводя к
ослаблению образования фибринового сгустка, что может свидетельствовать об
ингибировании активности одного из факторов XII, XI, IX, VIII.
Основным
методом
контроля
гемостаза
является
определение
продолжительности протромбинового времени (ПВ).
Тест используют для
выявления нарушений активности факторов внешнего пути свертывании. По
удлинению протромбинового времени – судят о недостаточности факторов
внешнего механизма образования протромбиназы, ее действия на протромбин и
последующее образование фибрина. Этот показатель дает возможность сравнивать
результаты исследований коагуляции и активность к антикоагулянту различных
соединений.
При исследовании влияния CЦ - GSC-63 на протромбиновое время
обнаружено, что CЦ- GSC-63 дозозависимо удлиняет время свертываемости крови
(рис.3).
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Рис 3. Влияние CЦ - GSC-63 на протромбиновое время.
По удлинению протромбинового времени на фоне соединения CЦ- GSC-63
можно судить об ингибирование факторов активации внешнего механизма
свертывания, то есть ингибирование активности V, II и VII факторов, образования
протромбиназы, ее действия на протромбин и последующее образование фибрина.
Полученные результаты показали, что CЦ- GSC-63 оказывают заметное влияние на
факторы внешнего пути свертывания крови.
Таким образом, сопоставление полученных результатов АЧТВ теста с
протромбиновым и тромбиновым времени, позволяет определить влияние
соединений CЦ- GSC-63 на факторы VIII, IX, X, XI, XII системы свертывания крови.
Удлинение АЧТВ и ПВ на фоне нормального ТВ отражает ингибирование факторов
II, V, X. Уровень АЧТВ не зависит от количества тромбоцитов.
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